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ヤブイヨン培地（5 あるいは 10 mL）あるいはおよ
び高グリセリン溶液（1あるいは 2 mL）を添加した．
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抜き取り，Porapak Q カラム（80-100 mesh，φ2 mm × 










得た．これを 2 回実施後，沈殿に 10 mM Tris-HCl・
1 mM EDTA 溶液（pH8.0、以下 TE）を加え懸濁し，
セルストレーナ（100 µm mesh，DB Falcon）を通し
て大きな残渣を取り除いた．これを再度遠心分離
し沈殿を得た．得られた沈殿 50 mg から，Morita ら
の方法（2007）に従い DNA を抽出した．得られた
DNA は TE に懸濁して使用まで−20℃で保存した． 
遺伝子増幅. 
真正細菌を対象とする場合，得られた DNA 50 
ng を鋳型とし，357f-GC/518r プライマーペアで 16S 
rRNA 遺伝子の V3 領域を PCR 法にて増幅した
（Muyzer, De Waal, Uitterlinden, 1993）． 
メタン生成古細菌を対象とする場合，上記の領域
を Nested-PCR 法にて増幅した（Zhou, Hernandez-
Sanabria, Guan, 2010）．即ち，1 回目の PCR では得
られた DNA 40 ng を鋳型とし，Met86f/Met915r プ
ライマーペアで遺伝子増幅し，2 回目の PCR では









4 時間 30 分・60℃で電気泳動した．泳動終了後，
ゲルは SYBR Gold（Invitrogen）で 30 分間染色し
た．染色後，ミリ Q 水で 10 分間洗浄後，Image 
Analyzer LAS-4000（富士フィルム）でゲルを撮影
し，バンドを確認した．その後，ゲルからバンドを
切り取り，TE 50 µL の入ったチューブに入れ，一
晩凍結後，DNA を抽出・精製した．これを鋳型と














JCP 添加区および CP 添加区で，期間を通じ重量は
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前半に Lysinibacillus 属菌バンドが，また，5 日目か
ら終盤まで 2 種の Ureibacillus 属菌バンドが確認さ
れた．Lysinibacillus属菌では L. manganaseでオキシ
ダーゼ活性とカタラーゼ活性が（Liuら，2013），そ

















培養初期から JCP 添加区と CP 添加区の両方に，
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Biogas production, which using a waste of livestock, food production, and so on, have been reevaluated as a renewable energy. It has been known
that methane causes belch of bovine. We carried out methane fermentation with bovine rumen fluid adding Japan cedar powder (JCP) or a cellulose 
powder (CP) to better understand impact of wood biomass addition on methane production, and bacterial flora in methane fermentation using bovine 
lumen fluid. Fermentation with both JCP and CP detected methane ten days from day zero. Maximum methane concentrations were about 3% with
JCP and 5% with CP. The bacterial flora analysis by of PCR-DGGE detected bands of Lysinibacillus sp. and Ureibacillus sp. in JCP and 
Lysinibacillus sp. in CP. These results suggested that these bacteria contributed to lignocellulose degradation. Bands of Methanobrevibacter sp. and 
Methanobacterium sp. were detected in both JCP and CP. While bacterial flora in rumen fluid would be impacted by additional nutrient materials
should they be adopted, methane archaea would remain the same. 
Impact of wood biomass addition for bovine rumen fluid bacteria flora
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プライマ名 配列 ( 5’-3’) 参考文献 
357f-GC CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG Muyzerら、1993 
518r ATTACCGCGGCTGCTGG Muyzerら、1993 
Met86f GCTCAGTAACACGTGG Wrightら、2003 
Met915r GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Watanabeら、2004 
ARC344f-GC ACGGGGYGCAGCAGGCGCGA Banoら、2004 
519r GWATTACCGCGGCKGCTG Lane,1991 
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